



蛋白质激发子 Hrip1 对小麦黄矮病的诱抗作用 
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摘要：小麦黄矮病是由大麦黄矮病毒（Barley Yellow Dwarf Virus，BYDV）引起的一种小麦病毒病，
其传播介体是小麦蚜虫，在小麦生产中造成巨大的经济损失。近年来，植物诱导抗性作为一种新兴
的植物病虫害防治措施引起了广泛的关注。蛋白质激发子 Hrip1 可以激活多种植物的免疫防御反应
诱导植物产生广谱抗性。本研究评价了 Hrip1 对小麦黄矮病的诱抗效果。用 30 μug/mL 的 Hrip1 溶液
进行小麦浸种和幼苗喷雾，随后接种 BYDV，接种后第 714 天 d，Hrip1 对小麦黄矮病控制效果在
50%以上，接种后第 1421 天 d控制效果仍在 30%以上。实时荧光定量 PCR 检测结果显示，在 Hrip1
处理的小麦幼苗体内，BYDV 的外壳蛋白 mRNA 的数量及其增加指数显著低于对照组；EPG 结果显
示，在 Hrip1 处理的小麦幼苗上，麦二叉蚜寻找叶片刺吸位点和韧皮部取食位点的时间增加。降低
了传毒媒介麦二叉蚜在细胞取食过程中唾液分泌的时间，即 pd II-1 的时间减少。以上结果表明：Hrip1
能够有效地抑制 BYDV 在小麦体内的增殖；影响传毒媒介麦二叉蚜的取食行为，抑制其传毒能力。
此外，Hrip1 处理小麦能有效缓解 BYDV 引起的小麦叶片黄化和植株矮化的症状。以上结果表明：
Hrip1 能够有效的抑制 BYDV 在小麦体内的增殖，降低传毒媒介麦二叉蚜的传毒效率，并减少 BYDV
造成的小麦生物量损失，因此，Hrip1 可以作为生物诱导剂综合控制小麦黄矮病。 
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Abstract: Wheat yellow dwarf disease is caused by barley yellow dwarf virus (BYDV), which is 
transimitted by wheat aphid and causes causing huge loss in agariculture. Nowadays, induced resistance 
has aroused great discussion as a new measure to control plant pathogens and herbivores. Protein elicitor 
Hrip1 could induced defense response in various plants, leading to broad spectrum resistance. In this study, 
we evaluated the control efficiency of Hrip1 against BYDV. Wheat seeds and seedlings were soaked and 
sprayed with 30 μg/mL Hrip1, respectively, and then inoculated with BYDV. The control efficiency of 
Hrip1 agaisnt against BYDV was over 50% at 14
th
 day7 days after BYDV inoculation and over 30% at 21
th
 
day14 days after BYDV inoculation. Q-RT- PCR test showed that quantity and increase rate of mRNA for 
BYDV coat protein was less in Hrip1 treated wheat seedlings than that of control. EPG test showed that 
Schizaphis graminum performed longer time to find probe site on leaf surface and feeding site in phloem 
on Hrip1 treated wheat seedings.declined the saliva secretion time of the virus transmission vector 
 
Schizaphis graminum during cell puncture (pd II-1), resulting in lower efficiency of virus transmission. 
These results suggested that Hrip1 is efficient in inhibiting BYDV proliferation, and affecting feeding 
behavior of S. graminum, futher more reducing virus transmission ability of S. graminum. Additionally, 
Hrip1 weakened the symptom of dwarf and yellow in wheat seedlings caused by BYDV. In conclusion, 
Hrip1 could be a biological agent to integrately control BYDV. These resuslts suggested that Hrip1 is 
efficient in controllling BYDV as a biological agent, with significant inhibition of BYDV proliferation, 
reduction of virus transmission efficiency and decline of the biomass loss due to BYDV in wheat. 
Key words：Barley yellow dwarf virus; Hrip1; EPG; virus transimission efficiencyability; virus 
proliferation  
大麦黄矮病毒（Bbarley Yyellow Ddwarf Virusvirus，BYDV）是一类正单链 RNA 病毒，属黄症








御反应[3]。例如，使用根际细菌蜡样芽胞杆菌 Bacillus cereus 对番茄种子进行浸种处理，能够增强番











十分显著的优势。Hrip1 是本实验室从极细链格孢菌 Alternaria tenuissima 中分离到的一种小分子蛋
白质激发子。前期研究表明，Hrip1 能诱导多种植物对病原真菌、病毒、盐胁迫、干旱胁迫产生抗
性，促进植物生长[10-12]。另外，本实验室发现 Hrip1 处理的小麦幼苗显著抑制麦长管蚜 Sitobion avenae











植物保护研究所张勇博士提供。小麦 Triticum aestivum L.为中麦 175，由中国农业科学院作物科学研
究所李法计博士提供。小麦-BYDV-麦二叉蚜体系置于培养箱中，（23 ± 1） oC，16 小时 h 光照培养。 
1.2 供试蛋白表达与纯化 
蛋白质激发子 Hrip1 使用本实验室构建并保存的毕赤酵母 Pichia pastoris- pPICZαA-Hrip1-His
表达体系 Pichia pastoris- pPICZαA-Hrip1-His 表达[12]，诱导表达及纯化过程参考李书鹏[12]和 Zhang
等[13]。对获得的重组蛋白 Hrip1-His tag（下文中以 Hrip1 表示）进行 SDS-PAGE 检测，使用考马斯
亮蓝 G250 染色，并利用 Bradford 方法对 Hrip1 进行浓度测定[14]。用 1 mL 的无针注射器将 100 μL
的 30 μg/mL的 Hrip1 注射入三生烟Nicotiana tabacum cv. Samsun 叶片背面，以 50 mmol/L的 Tris-HCl
溶液（Hrip1 保存液）为对照。48 h 后观察叶片是否出现过敏性坏死反应。每处理重复三次。并用
三生烟 Nicotiana tabacum Samsun 检测蛋白活性。 
1.21.3 生物测定 
使用 30 μg/mL 的 Hrip1 水溶液对小麦种子进行黑暗浸种 24 小时 h，清水冲洗干净后挑选萌发
状态相近的的种子播种，每盆 6 粒，置于培养箱中，（23±1） oC，16 h 小时光照培养。7 d 天后，
用 30 μg/mL 的 Hrip1 水溶液喷雾处理小麦幼苗（每 6 盆，共 36 棵小麦幼苗使用 20 mL 的 Hrip1 水
溶液喷雾，随后每 7 d 天进行一次喷雾处理，共喷雾处理 4 次）。以水处理为对照，以水处理且不接
种 BYDV 为健康对照。每处理 6 盆，重复 3 次。首次喷雾一天 1 d 后，接种 15 日龄的带毒麦二叉
蚜无翅成蚜，两天 2 d 后，用 1000 倍敌敌畏溶液杀灭麦二叉蚜（记为 BYDV 接种后第 0 天）。随后，
在 BYDV 接种后第 14 d7 天和第 21 d14 天，以小麦第 2，3 片叶片为对象观察并记录全部小麦发病
情况，根据叶片发病程度对病叶分级（图 1 及表 1），0-10 依次代表发病程度由轻到重，并计算病情
指数和诱抗效果。病情指数=100×∑（病情级别×各级叶片数量）/（总调查叶片数×10），10 为叶
片病情的最高级；诱抗效果（%）=（1-处理组病情指数/对照组病情指数）×100%。随机取 20 株小
麦测量株高，取 5 片第三片真叶进行叶绿素含量检测。使用 100%甲醇浸没叶片 24 小时，随后取上





批注 [W用3]: 一共喷了几次？ 
批注 [W用4]: 应设有健康对照？ 
批注 [W用5]: 调查时间表达不清楚，
是喷雾后还是叉蚜，请再组织语言 




图 1 感染 BYDV 的小麦病叶分级 
Fig. 1 Grade of wheat leave that infected with BYDV 
表 1 感染 BYDV 的小麦病叶分级标准 




Standard of grade 
0 叶片健康，未见变色 
1 叶片顶点发黄 
2 叶片尖端 1-2 cm 侧缘发黄 
3 叶片尖端 1-2 cm 完全变黄 
4 叶片 1/4 变黄，其余部位部分褪绿 
5 叶片 1/3 变黄，其余部位部分褪绿 
6 叶尖干枯，叶片 1/2 变黄，其余部位部分褪绿 
7 叶尖干枯，叶片超过 1/2 变黄，其余部位褪绿 
8 叶片从叶尖起超过 1/3 变黄，叶片整体褪绿，不均匀发黄 
9 叶片从叶尖起超过 1/3 变黄，叶片整体褪绿或发黄 
10 叶片完全变黄，甚至干枯 
1.31.4 病毒外壳蛋白 mRNA 含量检测 
小麦种子、幼苗处理，病毒接种同上。在 BYDV 接种（即杀灭蚜虫）后第 3，6，9，12，15 天 
d 分别取样，并提取植物总 RNA，并使用 Nano-Photometer NP80 测定 RNA 的浓度。取 1-3 μL 的
RNA，加入 1 μL 随机引物，10 μL 2×TS Reaction Mix，1 μL RT/RI enzyme Mix，以去 RNase 水补
足体系至 20 μL（TransGen）。25 oC 孵育 10 min，42 oC 孵育 30 min，85 oC 加热 5 s。随后反转录产
物用于后对 BYDV 外壳蛋白的基因进行绝对定量检测（TransGen）。外壳蛋白基因的引物为正向引
物：5’-ATGAATTCAGTAGGCCGTAGA-3’和反向引物：5’-CTATTTGGGAGTCATGTTGGC-3’[1715]。
取 1 μL 反转录产物，加入 0.4 μL 正向引物（10 μmol/L），0.4 μL 反向引物（10 μmol/L），10 μL 的
2×Top/Tip Green qPCR SuperMix，0.4 μL Passive Reference Dye，7.8 μL ddH2O。反应程序为 94 
o
C 孵
育 30 s；94 oC 孵育 5 s 和 64 oC 孵育 34 s，40 个循环（ABI Prism7500）。每处理重复 3 次，实验重
复 3 次。以不同浓度的质粒 pDHB1 进行 BYDV 外壳蛋白基因的标准曲线制作[1816]。病毒外壳蛋白
mRNA 增加指数=（本次调查含量-前次调查含量）/前次调查含量×100%？？？。 
1.5 小麦叶绿素含量和株高调查 
小麦种子、幼苗处理，病毒接种同上。随机取 20 株小麦测量株高，取 5 片第三片真叶进行叶绿
素含量检测。使用 100%甲醇浸没叶片 24 小时，随后取上清液在 652 nm 和 665 nm 测其吸光值，计
算叶绿素 a&b 的含量[17, 18]。叶绿素 a&b 含量（μg/g*FW）=（24.93×A665+1.44×A652）/FW，FW 表
示小麦叶片鲜重（fresh weight）。 
1.41.6 带毒蚜虫取食行为监测 
小麦种子、幼苗处理同上。喷雾处理 1 天后，进行利用刺吸电位技术（EPG：（Electrical Penetration 
Graph，GIGA-8d）对蚜虫取食行为进行监测实验，对以带毒无翅麦二叉蚜成蚜取食行为进行监测和
健康的小麦植株为调查对象。选取 13-15 日龄的带毒麦二叉蚜无翅成蚜，在实验前饥饿 1 小时。取










批注 [W用10]: ？？？ 
 
植物电极插入土壤中[19]。当蚜虫口针刺入植物细胞时，形成回路，蚜虫的取食行为将转化为电信号
呈现。所有 EPG 检测在每日上午 10 点至下午 4 点进行。使用 Stylet+ a&b 对蚜虫取食行为波形进行





2.1 Hrip1 表达与纯化 
将纯化后的重组蛋白进行经 SDS-PAGE 检测，和考马斯亮蓝 G250 染色后，在显示一条分子量
在 20 kDa 左右的显示出单一条带。用 100 μL 浓度为 30 μg/mL 的 Hrip1 重组蛋白溶液注射三生烟叶
片，以 50 mmol/L 的 Tris-HCl 缓冲液为对照。烟草叶片在注射蛋白溶液 48 小时后，可以看到烟草
叶片明显的过敏性坏死反应（图 1），说明重组 Hrip1 蛋白具有激发子活性，可以用于后续实验。 
 
 
图 12 蛋白质激发子 Hrip1 的 SDS-PAGE 及生物活性检测 




2.2 BYDV 病情分级 
本研究以小麦叶片为调查对象，根据叶片的发病严重程度对病情分级。具体分级标准见图 2。 
图 2 BYDV 室内小麦病叶发病情况分级  
Fig.2 Grading of disease leave of wheat infected with BYDV indoor 
2.32.2 Hrip1 对小麦黄矮病的诱抗效果 
本研究以小麦植株第二片及第三片真叶为调查对象，根据叶片发病情况分级标准，分别记录对
照组和处理组的叶片发病级别，计算病情指数，根据病情指数计算 Hrip1 对 BYDV 的诱抗效果。从
表 2 中可以看出，Hrip1 对 BYDV 由有较理想的诱抗效果，显著降低小麦感染 BYDV 后的病情指数。
病毒接种后第 7 天 14 d 的诱抗效果高达 50%以上，接种后第 14 天 21 d 的诱抗效果仍在 30%以上。 
表 2 Hrip1 对 BYDV 的室内诱抗效果 





Time after BYDV inoculation (Day) 
对照组 处理组 
Control efficiency (%) 
Control Treatment 
714 27.47 ± 2.22 13.12 ± 2.25 ** 52.01 ± 8.75 
1421 38.93 ± 0.70 26.46 ± 2.53 ** 32.35 ± 5.01 
注：星号表示在同一调查时间，对照组和 Hrip1 处理组的病情指数有极显著差异，P < 0.01，下同。 
Note: Asterisks shows significant difference in disease index between control and Hrip1 treatment, P < 0.01, the same below. 
2.42.3 Hirp1 对 BYDV 外壳蛋白 mRNA 含量的影响 
病毒粒子外壳蛋白 mRNA 的数量可以反映病毒粒子的数量。由含外壳蛋白基因序列的质粒
pDHB1 制备的标准曲线为 y=-3.3313x+37.962，r²=0.9996（图 3）。实时荧光定量 PCR 检测小麦体内
BYDV 外壳蛋白 mRNA 含量发现，Hrip1 处理的小麦体内病毒外壳蛋白 mRNA 的含量显著少于低于
处理对照组小麦病毒外壳蛋白 mRNA 的含量（图 4）。Hrip1 处理组外壳蛋白 mRNA 的含量依次为：
12.65，15.48，22.41，31.56，30.57 /μg mRNA；对照组外壳蛋白 mRNA 的含量依次为 33.13，29.23，
38.89，62.28，122.37 /μg mRNA。？？？，且病毒粒子外壳蛋白 mRNA 的增加指数？？？明显低于



































图 3 BYDV 外壳蛋白基因的 Q-RT-PCR 标准曲线 











































































图 4 Hrip1 对小麦体内 BYDV 外壳蛋白 mRNA 含量的影响 
Fig. 4 Effect of Hrip1 on quantity of BYDV coat protein mRNA in wheat 
注：星号表示在同一调查时间，对照组和 Hrip1 处理组的 BYDV 外壳蛋白 mRNA 含量有极显著差异，P<0.01。 
Note: Asterisks shows significant difference in mRNA content of BYDV coat protein between control and Hrip1 treatment, P<0.01. 
2.52.4 Hrip1 对传毒媒介麦二叉蚜取食行为的影响 
EPG 记录仪可以将蚜虫的取食行为转化为电信号，量化分析蚜虫的取食行为，可以作为分析蚜
虫传播植物病毒机制的重要依据。病毒粒子一般随着蚜虫唾液分泌的过程进入植物细胞，所以本研
究选择与蚜虫叶肉细胞取食和韧皮部取食唾液分泌相关的 EPG参数作为依据评价 Hrip1 对蚜虫传毒
效率的影响。从表 3 可知，Hrip1 处理的小麦显著降低了麦二叉蚜叶肉细胞取食过程中的唾液分泌
时间（pd II-1），而对韧皮部筛管取食过程中的唾液分泌时间（E1）没有显著影响。说明 Hrip1 处理
小麦对蚜虫的传毒时间没有影响。减少了麦二叉蚜在细胞取食过程中的传毒时间。然而，从 EPG 开
始至第一次刺吸行为的时间显著增加，说明在 Hrip1 处理的小麦植株上，麦二叉蚜需要更长的时间
在叶片表面寻找口针的刺吸位点。从 EPG 开始至一次 E1 波间的非取食时间增加，以及在同一次刺
吸行为内，E1 波前的刺吸时间增加，说明 Hrip1 处理小麦植株增加了麦二叉蚜在叶片上寻找韧皮部
取食位点的时间。以上数据说明 Hrip1 处理小麦影响麦二叉蚜的取食行为，进而影响其传毒能力。 
表 3 麦二叉蚜 Schizaphis graminum 在 6 小时内取食的 EPGpd 波形的时间参数 
Table 3 EPG Pparameters of pd wave of Schizaphis graminum in 6 hours feeding time 
EPG 参数 




Hrip1 treatment (n=22) 
P 值 
P value 
pd 波形次数 49.71±4.41 41.59±4.39 0.15 
pd 波形平均持续时间（s） 6.47±0.07 6.54±0.10 0.62 
pd II-1 平均持续时间（s） 1.99±0.02 1.90±0.03** 0.01 
pd II-2 平均持续时间（s） 2.15±0.04 1.93±0.05** 0.00 
pd II-3 平均持续时间（s） 2.16±0.05 2.35±0.05* 0.02 
从 EPG 开始至第一次刺吸行为的时间（min） 4.20±0.64 8.45±1.84* 0.04 






从 EPG 开始至第一次 E1 波间的非取食时间（h） 0.31±0.06 1.04±0.05* 0.05 
在同一次刺吸行为内，E1 波前的刺吸时间（h） 0.99±0.07 1.31±0.13* 0.04 
注：n 为 EPG 实验中，每个处理的有效记录数。一或二个星号表示同一参数在对照组和 Hrip1 处理组间有显著或极显著差异，
P<0.05 或 0.01. 
Note: n was the valid record number of each treatment. One or two asterisks showed that the parameter is different or significant 
different between control and Hrip1 treatment, P<0.05 or 0.01. 
2.62.5 Hrip1 促进小麦生长 
BYDV 影响小麦的生长，主要表现为叶片发黄和植株矮化。本研究发现 Hrip1 处理组小麦株高
和叶绿素含量显著高于对照组小麦。说明 Hrip1 可以减轻 BYDV 对小麦生长的影响。由表 4 可知，
在 BYDV 接种后第 14 d，健康对照组和 Hrip1 处理组的叶绿素含量没有差异，且都显著高于对照组
叶绿素含量；在 BYDV 接种后第 21 d，健康对照组的小麦叶绿素含量最高，Hrip1 处理组次之，对
照组最底。两次调查结果都显示，健康对照组的小麦株高最高，Hrip1 处理组次之，对照组最低。
以上结果说明 Hrip1 可以显著缓解由 BYDV 引起的小麦叶片黄化和植株矮化的症状。 
 
图 5 Hrip1 减弱 BYDV 引起的小麦黄矮症状 
Fig. 5 Hrip1 weakened symptom of yellow and dwarf in wheat caused by BYDV 
   
批注 [W用16]: 应给出具体数据 
 
图 5 Hrip1 对小麦接种 BYDV 植株株高及叶绿素含量的影响 
Fig: 5 Effect of Hrip1 on height and chlorophyll content wheat infected with BYDV 
表 4 Hrip1 对感染 BYDV 小麦叶绿素及株高的影响 
Table 4 effect of Hrip1 on chlorophyll content and plant height of BYDV infected wheat 
BYDV 接种后时
间（天） 
Time after BYDV 
inoculation (Day) 
叶绿素含量（μg/g*FW） 
Content of Chlorophyll (μg/g*FW) 
小麦株高（cm） 













14 144.29±4.58b 178.70±14.43a 196.00±5.71a 26.88±1.3c 35.78±1.51a 32.23±1.32b 
21 106.06±7.56c 182.34±13.27a 160.97±5.29b 27.59±1.82c 39.57±3.48a 32.58±1.98b 
注： A 展示 Hrip1 对接种 BYDV 小麦生长的影响，B 为 Hrip1 对接种 BYDV 小麦株高的而影响，C 为 Hrip1 对接种 BYDV
小麦叶绿素含量的影响，小写字母 a，b，c表示同一调查时间，叶绿素含量或小麦株高在对照组，健康对照组和 Hrip1 处理组之间
有显著差异,P<0.05。FW 表示小麦叶片鲜重。 *为差异显著性？？？。 
Note: A shows effect of Hrip1 on growth of BYDV infected wheat, B shows the effect of Hrip1 on plant height of BYDV infected wheat, C 
shows the effect of Hrip1 on chlorophyll content of BYDV infected wheat. Lowercases, a, b and c, show significant difference in same 







麦黄矮病，BYDV 接种后第 14 d7 天的控制水平在 50%以上，第 21 d14 天的控制水平也在 30%以上。 
实时定量结果表明，在 Hrip1 处理的小麦体内，BYDV 病毒粒子外壳蛋白 mRNA 的增加速度显
著低于对照组，说明 Hrip1 能够处理组小麦能够显著抑制 BYDV 的增殖。植物的诱导抗性可以增加




加了其抵抗病毒危害的能力，表现为 Hrip1 对小麦黄矮病有显著的诱抗效果。 







验结果可以看出，E1 的持续时间在对照组和 Hrip1 处理组间没有差异。但是，在一定程度上，Hrip1
处理的小麦对麦二叉蚜的取食行为有抑制作用。麦二叉蚜需要更长的时间在 Hrip1 处理的小麦植株





Hrip1 处理的小麦表现出对蚜虫取食行为的抑制作用，影响麦二叉蚜的传播 BYDV 的能力，为防治
小麦黄矮病提供了一个新的综合防治思路。有研究表明黄症病毒科的豌豆耳突病毒（Pea Enation 
Mosaic Virus，PEMV）可以在蚜虫 Acyrthosiphon pisum 在细胞取食分泌唾液的过程进入植物细胞，
即 pd II-1 阶段[29]。BYDV 与 PEMV 同属黄症病毒科，具有相似的生物学特性[26]。可以推测 BYDV
的传播也可能发生在蚜虫细胞取食分泌唾液的阶段（pd II-1）。pd II-1 时间减少，可以从一定程度上
说明病毒粒子进入植物细胞的效率减弱，即 Hrip1 降低了麦二叉蚜的传毒效率。 
BYDV 能够破坏细胞内的叶绿体结构，减少细胞内叶绿素的含量[30]。我们发现 Hrip1 能够显著
提高感染 BYDV 的小麦叶绿素含量，这说明，Hrip1 减弱了 BYDV 对叶绿体的破坏作用。另外，Hrip1





面：1、Hrip1 显著抑制 BYDV 在小麦体内的复制；2、Hrip1 显著减低麦二叉蚜的传毒效率影响 BYDV
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